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 結果として、神経系遺伝子カスタムリシーケンスでは 119検体中 17検体（同定率 14.3%）、
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 WES でも候補すら何も残らない検体が本研究の検体でも約 20.9%存在しており、この原
因変異未発見家系検体の原因変異が WES で読まれていない CDS 領域に存在する可能性を
考え、本研究では CDS未読領域を補完するカスタムリシーケンスプローブを作製し統合解
析を行った。これまでの WES では 10%程度の CDS 領域がシーケンスできておらず、これ























CCCS・・・complementary custom CDS sequencing（CDS未読領域補完用カスタム 
      リシーケンス） 
CDS・・・coding sequence（タンパク質コード配列） 
CGH・・・comparative genomic hybridization（染色体構造異常検査用アレイ試験） 






GC・・・guanine and cytosine（塩基配列の Gと Cの総称、用例は GC-content（含量）等） 
GH・・・growth hormone（成長ホルモン） 
GWAS・・・genome-wide association study（ゲノムワイド関連解析） 
indel・・・insertions and deletions（挿入配列と欠失配列の総称） 
LCL・・・lymphoblastoid cell line（リンパ球由来不死化細胞株） 
MAF・・・minor allele frequency（マイナーアレル頻度） 
MCAP・・・Megalencephaly capillary malformation（巨脳症に血管腫、過成長、合指症 
      などを伴う症候群） 
MCPH・・・autosomal recessive primary microcephaly（常染色体劣性先天性小頭症） 
MICPCH・・・microcephaly with pontine and cerebellar hypoplasia（小頭症と橋および 
       小脳低形成） 
MRI・・・magnetic resonance imaging 
ncRNA・・・non-coding RNA（非タンパク質コード RNA） 
NGS・・・next generation sequencer（次世代シーケンサー） 
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PBS・・・phosphate buffered saline（リン酸バッファー） 
PCR・・・polymerase chain reaction 
RNA・・・ribonucleic acid 
SNP・・・single nucleotide polymorphism（一塩基多型） 
SNV・・・single nucleotide variants（リファレンス配列と異なる 1塩基多様性配列） 
UTR・・・untranslated region（非翻訳領域） 
VCUG・・・voiding cystourethrogram（排尿時膀胱尿道造影） 













相当少ないもののマイクロアレイによる網羅的発現解析 4や HapMapプロジェクト 5に代表
























度で指数関数的にその解読可能量を増大させ、2005年に最初に登場した 454 Life Science社
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製 Genome Sequencer System GS20という NGSが 20 Mb / runであったのと比較し、2015年
現在の最新の Illumina社製 HiSeq 4000という NGSでは 1回 3.5日の稼働で 1.5 Tb / runもの
シーケンスデータを産出することが可能となっており、これは 10年で 75,000倍もの増加量
である（ムーアの法則では 10年で約 102倍）。この 1.5 Tbというシーケンス量は 1回で約
12 人分の全ゲノムのシーケンス解析に相当する。それと同時にシーケンスコストも格段に
下がり（図 1）、一人の全ゲノム当たりのシーケンスコストは場合によっては約 1,000 ドル
に届きつつある。ヒトゲノムプロジェクトでかかった費用が約 30億ドル以上と算定される
ことに比べると正に隔世の感がある。 




が多い。これは SNP 塩基のリファレンス配列と異なるマイナーアレル頻度（minor allele 
frequency, MAF）が人種ごとに異なる場合が多数存在し、SNPチップの設計元となったヨー






本人の SNP解析に最適化した 66万カ所の SNP解析が可能なジャポニカアレイ SNPチップ








ータベース ClinVar の 2015年 10月現在の情報に基づく）ことから、全ゲノム中の約 1～2%
の全 exon領域を選択的にNGSでシーケンスすることで疾患原因変異を探索するという戦略
が 2010 年頃から積極的に行われるようになり、その手法は全エクソームシーケンス





















 遺伝性疾患に対する NGS を用いた変異解析は、効率性の面からタンパク質コード配列




1 つ目は、ターゲット領域に相補的な合成 DNA または合成 RNA でできたキャプチャープ




probe; MIPと呼ばれる）を結合させ、そのプローブから末端間の DNAを合成し環状の DNA
を作成し、その環状 DNA をキャプチャー後にシーケンスする選択的環状化法（selective 
circularization method）、3つ目は末端に NGS用アダプター配列を付けたプライマーにより一
度に複数の PCRを行い、増幅産物を NGSでシーケンスする PCR増幅法（PCR amplification 
method）の 3 種である（図 2）15,17,18。このうち最も一般的に使用されるのはキャプチャー
ハイブリダイゼーション法であり、その理由は 3 種のうち最も多くの領域の捕捉が一度に
可能であるためで、CDS 領域のみならず遺伝子の UTR 領域や非タンパク質コード機能性









 NGS は各解読リードが 100～150 bases 前後のショートリードの NGS（Illumina 社 HiSeq
シリーズ等）と、各解読リードが数万 basesにも及ぶロングリードのNGS （Pacific Biosciences
社 PacBio RS IIなど）があるが、コストパフォーマンスとシーケンスエラーの少なさから、



















































ターの検証）を行った。なお、NGS用の計算機サーバーは 2.4 GHzの CPUコア数 32個、



















 検体は末梢血とし、Qiagen社の QIAamp DNA Blood Midi Kitあるいは同等品でキットのプ
ロトコル通り DNAを精製し、それを NGS用のシーケンスサンプルとした。 
 また、一部、検証用として、HapMapプロジェクト 5や 1000 Genomes Project23で使用され
たリンパ球由来の細胞株（EBV-transformed lymphoblastoid cell line, LCL）で日本人由来の検
体（ID: NA18943）を Coriell社より購入し使用した。細胞は RPMI 1640培地にウシ血清 10%、
Penicillin/Streptomycin 1%を加えた培地で 37℃、CO2濃度 5%にて培養した。数継代後、細胞
培養液を 1500 rpm、5分にて遠心し、上清を破棄後、PBSで一回細胞を洗浄し、その細胞か
らQiagen社のTissue & Blood Kitにて細胞DNAをプロトコル通り精製し、NGS検体とした。 
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 さらに、ある特定遺伝子のヒト組織内での遺伝子発現確認用として、TaKaRa Bio社より













 検体の血液由来DNA 3 µg分を合計 130 µlになるように LowTE buffer （10 mM Tris-HCl pH 
8.0, 0.1 mM EDTA溶液）に溶解させ、Covaris社の Covaris Shearing Systemにてピークが 150
～200 bpとなるように機器のプロトコル通り DNAを断片化させた。断片化後の DNAから
SureSelect XT Target Enrichment System for Illumina Paired-End Sequencing Library Kit（Agilent
社）と上記で設計した神経系遺伝子カスタムターゲットリシーケンス用 SureSelectプローブ
とを用いて、キットのプロトコル通り NGS 用シーケンスライブラリを調製した。その後、
Illumina社の Genome Analyzer IIxまたは同社の HiSeq 2000 NGSにて 76-bpまたは 101-bpの
paired-end法にてプロトコル通りシーケンスを実施した。Genome Analyzer IIx NGSを用いる
場合は 1レーン当たり異なる index配列を付けた 6検体のプールにて、HiSeq 2000を用いる
場合は異なる index 配列を付けた 1 レーン当たり 24 検体のプールにてシーケンスを実施し
た。 
 
4. 全 exonをターゲットとしたWESの実験手法 
 検体の血液由来 DNA 3 µg分を元に、上記の神経系カスタムターゲットリシーケンス用の
場合と同様に DNAの断片化を行った。WES用のキャプチャープローブは SureSelect V4ま
たは V5（Agilent Technologies社）を使用し、そのプローブと SureSelect XT Target Enrichment 
System for Illumina Paired-End Sequencing Library Kit（Agilent Technologies社）を用いて、プ
ロトコル通り断片化後の DNA から NGS 用シーケンスライブラリを作製した。その後、
Illumina社の HiSeq 2000 NGSにて 101-bpの paired-end法にてプロトコル通りシーケンスを
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実施した。WES の場合は 1 レーン当たり異なる index 配列を付けた 6 検体のプールにてシ
ーケンスを実施した。 
 
5. NGSデータの解析プラットフォームの構築とその variantの call方法 
 解析パイプラインの概要を図 5に示した。NGSによって読まれた readは、まず bwaソフ
トウェア 20（http://bio-bwa.sourceforge.net）にてヒトゲノムリファレンス配列にマッピング
した。ヒトリファレンス配列は、ヒトゲノム build 37/hg19のゲノム配列に、decoy配列と呼
ばれる配列がさらに追加された 1000 Genomes Project23のリファレンスとしても使用された
hs37d5.fa という配列を用いた（以下の ftp サイトよりダウンロード可能：
ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/technical/reference/phase2_reference_assembly_sequence/
hs37d5.fa.gz）。bwa は bwa mem というオプションが追加された新しいバージョン（version 
0.7.10以降）を用いた。そのコマンドラインは以下のように実施した。 
> bwa mem -M hs37d5.fa ssample1_forward.fastq.gz sample1_reverse.fastq.gz > mapped_read.sam 
 次に、マッピングされた read に対して、picard ソフトウェア（http://broadinstitute. 
github.io/picard/）にて染色体の位置順に並べ替えつつ、samフォーマットファイルを bamフ
ォーマットに以下のコマンドで変換した。 
> java -jar picard.jar SortSam SORT_ORDER=coordinate INPUT=mapped_read.sam OUTPUT= 
mapped_read_sorted.bam 
 マッピングされた readに対して、picardソフトウェアにて PCRエラーが多く含まれるこ
とが知られる完全同一重複リード（duplication read）を以下のようなコマンドで除外した。 
> java -Dsnappy.disable=true -jar picard.jar MarkDuplicates I=mapped_read_sorted.bam O= 
mapped_read_sorted_remDup.bam METRICS_FILE=jeter.metrics REMOVE_ DUPLICATES=true 
ASSUME_SORTED=true VALIDATION_STRINGENCY =LENIENT 
 次に、ゲノム上にユニークにマッピングされている read のみを samtools ソフトウェア 24
（http://samtools.sourceforge.net）にて以下のコマンドで抜き出した。 
> samtools view -bq 1 mapped_read_sorted_remDup.bam > mapped_read_sorted_remDup_ 
uniq.bam 
 続いて、自作プログラムにて全 paired-end（読まれたシーケンスライブラリ由来の readの
ペアとなる forward側と reverse側の read）の平均距離を算出し、その±2 SD（standard deviation）
以内に存在する readだけを選出した。その後、プローブが設計されたターゲット領域の±100 
bp以内にオーバーラップする readのみに絞り込んだ。 
 以上のように抜き出したターゲット領域上の read に対して、samtools にて次の 2 つのコ
マンドで 2段階に SNVと indelを callした。 
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> samtools pileup -Q 20 -Bvcf human_reference_build37.fa ontarget_reads.bam > 
pileup_result_step1.txt 
> samtools.pl varFilter -Q 10 -d 1 -D 10000 pileup_result_step1.txt > pileup_result_step2.txt 
 さらに SNVに関しては、samtoolsで callされた SNVの consensus scoreが 20以上、かつ
SNP quality scoreが 20以上、かつ read depthが 10以上の SNVに絞り込んだ。また、ゲノム
上の同一箇所にまたがる read塩基におけるアレル頻度が、0.25以下あるいは 0.75以上の箇
所を homozygote として、またその頻度が 0.25 より大きく、かつ 0.75 より小さい箇所を
heterozygote として call し、samtools 上での call とその allele 頻度が一致しなかった場合は
NGSで読めなかった場所として callなしとした（図 6）。 
 一方、indelに関しては、GATKソフトウェア 25（https://www.broadinstitute.org/gatk/）を用
いて、samtoolsで SNVと indelが callされた領域上の readについて再度 local realignmentと
いう再マッピング処理を行った。これは SNVや indelが callされた領域はマッピングエラー
が起こりやすいため、local realignmentによって、より正確にマッピングし直すためである。
local realignment後は SNVの場合と同様に samtoolsによって再度 callした。indelに関して
も consensus scoreが 20以上、かつ SNP quality scoreが 20以上、かつ read depthが 10以上で
read depthが 10以上に絞り込み、ゲノム上の同一箇所にまたがる read塩基におけるアレル
頻度が、0.25以下あるいは 0.75以上の箇所を homozygoteとして、またその頻度が 0.25より
大きく、かつ 0.75より小さい箇所を heterozygoteとして callし、samtools上での callとその
allele頻度が一致しなかった場合は NGSで読めなかった場所として callなしとした。 
 
6. NGSで callされた variantからの疾患原因変異候補の絞り込み方法 
 call された variant から先天性疾患原因変異を探すため、各種データベースから情報を収




・	 1000 Genomes Project（http://www.1000genomes.org） 








・	 NCBI ClinVar（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/） 
・	 HGMD（http://www.biobase-international.com/product/hgmd） 
また、これまでに実施した自分らの NGS の in-house データを統合し、in-house 内の健常者
で homozygoteの保因者がいる SNVは除外し、heterozygoteに関しても 10人以上保因者がい
る SNVは common variantとし疾患原因候補から除外した。 
 次に上記フィルターを通して残った variant に対してアノテーション（variant の存在する
遺伝子名や、遺伝子上での場所情報、アミノ酸の変化情報など）を annovar 26 ツール
（http://annovar.openbioinformatics.org/en/latest/）を用いて付加し、アミノ酸変化を伴う









7. NGSの call評価のための比較用 SNP chipタイピング 
 NGSの call評価のために、一部の検体を用いて SNP chipにてタイピングを実施し、NGS
の call と比較した。SNP chip は 951,117 箇所のジェノタイピングが可能な Illumina 社の
HumanOmniExpress Exome chipを用い、その実験手法はすべてプロトコル通り実施した。SNP 
chipは triallele（3種の alleleの SNPが存在する場所）や indelが存在する場所では callエラ
ーが起こりやすいため、1) 既知のデータベースで triallele が存在する場所、2) 我々の
in-houseの NGS callに trialleleが存在する場所、3) 既知のデータベースで indelが存在する
場所、4) 自身の in-houseの NGS callに indelが存在する場所、の 4種のいずれかに該当す
る箇所は SNP chipとの比較対象領域から除外して比較した。 







8. NGSの callの確認のための Sangerシーケンス法 
 まず検体 DNA 1 ng 分をテンプレートとして、確認したい塩基を含むように設計した
primerを用いて PCRを実施し、PCR増副産物を得た。primer配列は表 3、表 7、表 13等の
該当箇所に記載した。PCRはまず 94度で 2分間変性ステップを行い、その後 94度で 30秒、
60度で 30秒、72度で 30秒というステップを 35サイクル繰り返したのち、最後に 72度で
5分間追加の伸長時間を入れ、その後 4度で保温というプログラムで実施した。PCRの Taq 
Polymeraseは Promega社の GoTaq Green Master Mixを使用した。PCR産物は 2%アガロース
ゲルで電気泳動後、目的の長さのバンドが目視できることを確認し、その PCR 産物のバン
ドをアガロースゲルから切り出し、Promega社のWizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemキ
ットにて精製し、Sanger シーケンス用 DNA 検体溶液とした。Sanger シーケンスは Life 




9. スプライシングバリアントの確認用 RT-PCR実験 
 Nuclear factor I/A（NFIA）遺伝子に関しては、4種のスプライシングバリアントが知られ
ている。どのバリアントがヒト脳内で発現しているかを確認するため、RT-PCR実験を行っ
た。胎児脳由来、成人大脳由来、成人小脳由来、脊髄由来のそれぞれの total RNA 1 µgを逆
転写酵素 SuperScript III（LifeTechnologies 社）とランダムプライマー（pd(N)6）を用いてプ
ロトコル通り逆転写して cDNA（complementary DNA）を合成し、そのうち 1/100量を RT-PCR
に用いた。プライマーは forward側が intronを跨るように設計し、forward側の配列が 5’-CAT 




 TUBA1A 変異の機能解析のため、全長の TUBA1A を購入した胎盤由来の cDNA をテンプ
レートに PCR（F primer: TAAGCGGCCGCCATGCGTGAGTGCATCTCCATCCAC、R primer: 





ンは COS7細胞へ行い、Lipofectamine 2000（Life Technologies社）試薬を用いてプロトコル
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通り実施した。トランスフェクションの 24 時間後に氷冷したメタノールで固定し、goat 
polyclonal anti-DYKDDDDK（FLAG）抗体（1 : 5,000、Novus Biologicals社）または mouse 
monoclonal anti-α-tubulin抗体（1 : 250、SantaCruz社）の 1次抗体と、donkey anti-goat IgG Alexa 
Fluor 594（1 : 1000、LifeTechnologies社）または donkey anti-mouse IgG Alexa Fluor 488（1 : 1000、




11. 繊維芽細胞を用いた tubulinの解重合実験 
 TUBA1A変異の機能解析のため、TUBA1A変異（p.R64Wおよび p.C25F）を持つ各患者と
変異を持たない健常者の皮膚生検由来の繊維芽細胞を培養して実験に用いた。解重合実験
は Poirierらの方法 32と同様に実施した。簡潔に書くと、10%ウシ血清と Penicillin/Streptomycin 
1%を添加した IMDM培地で 3継代培養後、カバーグラススライド上で培養し、それを氷上
に 0、5、10、15、または 20 分間静置後、細胞を固定した。再重合の実験では氷上で 20 分
間静置後に 37 度に移し 15 分間静置してから細胞を固定した。細胞は mouse monoclonal 
anti-α-tubulin抗体（1 : 100、SantaCruz社）の 1次抗体と、donkey anti-mouse IgG Alexa Fluor 488






由来の LCL細胞である NA18943検体を NGSにて読んだデータに基づいて設計し、NA18943
検体の CDS領域の depth（読み深度）が 15未満の領域をターゲットとした。なお、CDS領










される readをシミュレーションし、そのシミュレートされた paired-endの readを BLAT33




いて、さらに SureDesignソフトウェア上で、”Maximize Specificity”に追加して”Optimize 
for Fragmented Samples”オプションを選択してプローブをデザインした（このオプショ
ンを選択すると短い増幅産物も許すという条件でより多くのプローブがデザインでき




いて、さらに SureDesign ソフトウェア上で、”Maximize Coverage”と”Optimize for 
Fragmented Samples”オプションを選択してプローブをデザインした（ ”Maximize 
Specificity”を”Maximize Specificity”に変更するとプローブの領域特異性がかなり落ちる
が設計される数が増える。したがって次の BLATにより実際は大部分が捨てられるが一
部はユニークにマッピングされる）。その後、1), 2) の場合と同様に NGSから読まれる
ことが予想される read をシミュレーションし、その read を BLAT にてマッピングし、
ユニークにマッピングできる優良なプローブのみを残した。 




 初期量 225 ngのゲノム DNAを検体として、上記で作製したカスタムプローブと、HaloPlex 
Target Enrichment System For Illumina Sequencing Kit（Agilent Technologies社）を用いて NGS
用シーケンスライブラリをプロトコル通り作製し、Illumina社のNGS HiSeq 2000にて 100-bp 






い増幅産物由来の readは、読まれた readの後半にターゲット配列に続いて NGS用のアダプ
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タ ー 配 列 が 突 き 抜 け て 読 ま れ る 場 合 が あ る の で 、 Cutadapt ソ フ ト ウ ェ ア
（http://cutadapt.readthedocs.org/en/latest/index.html#）を用いて余分なアダプター配列を除去
した。そのコマンドは以下の通りである。forward側の readに対しては、 
> cutadapt –overlap 5 10 -m 50 - a AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAG -o 
output.fastq input.fastq 
にて、reverse側に関しては、 
> cutadapt –overlap 5 10 -m 50 -a AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAG -o 
output.fastq input.fastq 
にて実行した。二つ目は、duplication readの除去を実施しなかった。これは、選択的環状化
法では PCR にて大量に同一 amplicon を増幅させるため、大部分の read が duplicate となる
ためである。三つ目は、最初の bwa にてリファレンスゲノムへのマッピングがうまくでき
なかった readと、paired-endの read間の距離が 1,000 bp以内に存在せずに除去された read、
ターゲット領域にマッピングされずに除去された read に関して、BLAT にて再度マッピン
グをし直した点である。BLATの条件はデフォルト（5 baseまでのミスマッチを許す）で実




 ヒトの遺伝子情報（タンパク質コード領域や遺伝子名等）は NCBI のビルドバージョン
build 37.3/hg19 の seq_gene.md というファイルから入手した（ ftp://ftp.ncbi.nih.gov/ 
genomes/H_sapiens/mapview/seq_gene.md.gz）。 
 ゲノムのビルドが異なる情報を build 37.3/hg19に揃えるためには、UCSCの liftOverツー
ルを用いた（https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver）。 
 タンパク質のドメイン情報は EMBL-EBI の InterPro データベース（http://www.ebi.ac. 




 One-way ANOVAは実施後、post-hoc test（事後検定）として Tukey’s testを実施した。Fisher’s 
exact test（Fisherの正確確率検定）は多重検定補正として Bonferroni補正を実施した。統計







1. 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの NGS call評価 
 神経系遺伝子 284 遺伝子（表 1）のターゲットリシーケンスを評価用の LCL 細胞（ID: 
NA18943）を用いて実施し、その得られた NGS callと、HapMapデータベースに存在する同
検体の SNP chip を用いたジェノタイプデータとを比較して評価を実施した。NGS call と
HapMapデータの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 3,129箇所存在し、そのうち
16箇所は callされたジェノタイプデータが不一致であった（一致率 = ((3,192 – 16) / 3,192) x 
100 = 99.50%、表 2）。この不一致だった 16箇所について、我々の NGS callデータと HapMap
データのいずれが合っているのかを確認するため、Sanger シーケンスによって確認実験を
行った。その結果、16箇所全てについて我々の NGS callが正しかった（表 3）。この結果か
ら、他の HapMap データと一致していた箇所が正しい call だと仮定した場合、我々の NGS
の callは疑陽性率、偽陰性率共に 0となり、少なくとも疑陽性率は 1 / 3,192 = 0.031%未満、





 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスは、小頭症家系 28 検体、皮質形成異常家系 22 検
体、水頭症家系 11検体、小脳形成異常症家系 11検体、Angelman症候群家系 11検体、脳梁
欠損症家系 9検体、脊髄髄膜瘤家系 6検体、大頭症家系 4検体、てんかん家系 3検体、等、
正常コントロールの LCL細胞 1検体を含めて 120検体を実施した。1検体当たりの平均 read
量は1.65 Gbで、リファレンスゲノムへのマッピング成功率は99.17%、ターゲット領域（probe
設計領域とその前後 100 bp）である 1.63 Mbの平均 depth（読み深度）は 819.79、probe設計
領域における depth 10以上の割合（base callに必要な最低限の depthを超えていた割合）は
99.63%であった。一般集団が保因する既知の variantを除いた後に残った exon領域でアミノ













2-2. ACTB遺伝子変異による Baraitser-Winter症候群（BRWS） 
 患者は 3歳 1ヶ月の女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。
女児は妊娠 37週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 2,844 gで身長は 48.3 cm、頭囲は 35.2 
cmであった。彼女の成長過程は著しい遅れが見られ、頸座は生後 6ヶ月、寝返りは 9ヶ月、
座位は 18ヶ月、独歩は認められず、最近、補助ありの歩行が可能となった。また有意語に




の段階で、彼女の身長は 86.3 cm（−0.8 SD）、体重は 12.3 kg（平均内）、頭囲は 50 cm（+1.2 
SD）であった。Gバンド染色による染色体異常や、CGHアレイによるゲノム構造異常は見
受けられなかった。 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、ACTB（actin, beta; GeneID: 60, RefSeqID: 











 患者は 8歳の男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第四子として生まれた（図 9 a）。
男児は妊娠 39週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 3,160 g（−1.0 SD）で身長は 48 cm（−0.9 
SD）、頭囲は 29.5 cm（−2.7 SD）であった。男児の他の 3人の兄姉は健常で、最年長の兄に
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は小児期欠神てんかんが見られた。頸座は生後 4ヶ月、座位は 20ヶ月で、その後顕著な成
長の遅れが見られ、痙性つい麻痺が見られた。発達指数は 3 歳児の段階で 30 であった。4
歳の段階で日常的な強直発作が見られ、carbamazepine、valproate、levetiracetam、lamotrigine
のいずれの薬剤にも不応性であった。15週齢の時点（図 9 b）と 5歳児の時点（図 9 cおよ
び d）での MRIを図 9に示したが、側脳室の拡大と厚脳回が認められた。8歳児の段階で体
重は 15.1 kg（−2.3 SD）で身長は 114 cm（−2.2 SD）、頭囲は 41 cm（−7.6 SD）であった。男
児の筋肉は上肢で硬直と軽微な痙縮が見られ、下肢では重度の痙縮が見られた。男児には
独歩不能や有意語の欠乏等の重症心身障害が見られた。8 歳児の段階での EEG では右前頭
葉に frequent spikeと slow waveの複合を認めた。聴性脳幹反応（auditory brain-stem response, 
ABR）と血液科学検査結果には異常は見られなかった。 
 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、最初の callの段階で 1,907個の SNVと 227
個の indelが検出された。既知の一般集団が保因する variantや、synonymous variantを除外
した結果、最終的に 4個の SNVと 1個の indelに絞られ、そのうちの 2個は ASPM（abnormal 
spindle-like microcephaly associated、GeneID: 259266、RefSeqID: NM_018136）遺伝子上に存
在する遺伝子上に存在する heterozygousな variantであった（図 9 e）。常染色体劣性先天性
小頭症（autosomal recessive primary microcephaly, MCPH）は 4つの診断基準があり、小頭症
であること（通常は頭囲が 3 SD 以下）、知的障害があること、てんかんを除く他の神経系
の異常が見られないこと、顔面奇形や他の器官の奇形が見られないこと、の 4 点で、これ
までに MCPH1、WDR62 (MCPH2)、CDK5RAP2 (MCPH3)、CASC5 (MCPH4)、ASPM (MCPH5)、
CENPJ (MCPH6)、STIL (MCPH7)、CEP135 (MCPH8)、CEP152 (MCPH9)、ZNF335 (MCPH10)、
PHC1 (MCPH11)の 10遺伝子が原因遺伝子として知られている 39,40。ASPMは生前および生
後の神経新生に関与していることが知られており、ASPMの変異は大脳のサイズの減少を引
き起こす 39。ASPMは MCPHの中でも最も主要な原因遺伝子で、おおよそ 40%の MCPHが
ASPM の変異によるものと推定されている 41。ASPM 変異により発症する小頭症である
MCPH5（OMIM #608716）は中度から重度の知的障害と、中度の運動発達障害、正常あるい
は軽度の大脳皮質奇形が知られている 40。今回発見された ASPM変異は exon 11の c.3055C>T
（p.R1019*）と exon18の c.6750delT（p.F2250Lfs*10）であり、双方とも Sangerシーケンス
で確認された（図 9 f）。前者の変異は母親が保因者で、後者の変異は父親が保因者の
compound heterozygoteであった。前者の c.3055C>T（p.R1019*）変異は dbSNPデータベース











 患者は 5 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。男児は
妊娠 40週目に通常の出産で生まれ、出生体重は 2,930 gで身長は 47 cm、頭囲は 30 cmであ
った。新生児の段階で難聴が明らかになった。頸座は生後 4 ヶ月、寝返りは 6 ヶ月で見ら
れた。初期より発達障害が見られ、座位は 14ヶ月で、独歩は 3歳児の段階で確認され、そ





 神経系遺伝子ターゲットリシーケンスの結果、PTPN11遺伝子（protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type11、Gene ID: 5781、RefSeqID: NM_002834.3の exon 3に c.188A>G（p.Y63C）
の heterozygous な missense 変異を発見した。Sanger シーケンスの結果、両親はこの変異を







 患者は 7 歳女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第二子として生まれた。女児は
妊娠 39週目に誘発分娩による出産で生まれ、出生体重は 3,250 gで身長は 50.9 cm、頭囲は
34 cmであった。女児は摂食量が少なく、早期の乳児期から著しい成長障害が見られた。頸









女児の現在の体重は 14.6 kg（−1.8 SD）で身長は 103.5 cm（−3.1 SD）、頭囲は 52 cm（+0.6 SD）




 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、DYRK1A（dual-specificity tyrosine-(Y)- 
phosphorylation regulated kinase 1A、GeneID: 1859、RefSeqID: NM_001396.3）遺伝子の exon 11










 患者は生後 4ヶ月の男児で、最後の MRIと血液採取をした生後 4ヶ月の時点から 1ヶ月
後の生後 5 ヶ月の段階で自宅にて睡眠時に突然死した。近親婚ではない健常な日本人の両
親の第二子として生まれた。男児は妊娠 39週目に吸引分娩により出生し、出生体重は 3,464 
g（＋1.0 SD）で身長は 58 cm（＋4.3 SD）、頭囲は 38.5 cm（＋3.7 SD）で過成長を伴う頭囲
拡大を認めた。生後 5日目のMRIでは両側シルビウス裂近傍に多小脳回を認めた（図 12 a）。
生後 4ヶ月時の MRI（図 12 b）では脳室拡大を認めなかったが、小脳の肥大による後頭蓋







 生後 4 ヶ月の時点で採取していた血液検体を用いて神経系遺伝子カスタムリシーケンス
を実施した結果、AKT3（v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3、GeneID: 10000、RefSeq 
ID: NM_005465.4）遺伝子に c.686A>G（p.N229S）の heterozygousな missense変異変異を同
定した。両親も含め Sanger シーケンスによる確認の結果、両親はこの変異を保因しておら
ず、de novo変異であることが確認された（図 12 d）。MCAPは 2012年に PI3K-AKT-mTOR
シグナル伝達系に関与する PIK3R2、AKT3、PIK3CAが責任遺伝子であることが明らかにさ








満期妊娠の通常出産で生まれ、出生体重は 2,918 gで身長は 50 cm、頭囲は 33 cm（−0.1 SD）




確認されなかった（図 13 a）。13歳の段階で、身長は 137.0 cm（−3.0 SD）、体重は 15.0 kg





縮は、EEG によるてんかん性放電の確認を含めて、生後 3 年 8 ヶ月の時点から見られるよ
うになった。11歳の時点で特に両側前頭部に頻繁に多発的な棘徐波（hypsarrhythmiaと呼ば
れる波形ではない）が見られた（図 13 c - e）。てんかん性攣縮の発作は、sodium valproate、
zonisamide、 clobazam、lamotrigine などの各種の抗てんかん薬では効果が見られなかった。
通常の染色体検査では異常は見受けられなかった。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、CASK（calcium/calmodulin-dependent serine 
protein kinase、GeneID: 8573、RefSeqID: NM_003688.3）遺伝子の exon 21 に c.1896dupC
（p.C633fs*2）の 2塩基 Cによる heterozygousな重複変異を同定した。Sangerシーケンスに
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より、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であることが確認された。
CASK 遺伝子は小頭症と橋および小脳低形成（microcephaly with pontine and cerebellar 
hypoplasia、MICPCH、OMIM #300749）の責任遺伝子として知られており 56,57、本性例の女
児は CASK変異による知能障害を伴う MICPCHであることが確定診断された。 
 本症例のように、生後 1 年以降の遅発性てんかん性攣縮は珍しく、乳児期（生後 1 年未







2-8. GABRD遺伝子変異による Rett症候群様疾患 
 患者は 12歳女児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第二子として生まれた。女児は





られない。異常な呼吸パターンは確認されていない。EEG では後頭部に high voltage slow 
spikeと混合波を認めた。彼女は症状から Rett症候群（OMIM #312750）と推定された。熱
痙攣やてんかん発作は確認されていない。現在の彼女の身長は 137 cm（−3.4 SD）、体重は
35 kg（−2.1 SD）、頭囲は 51 cm（−1.8 SD）であった。脳 CTや MRI、代謝機能試験、Gバ
ンド染色体試験、CGH アレイによるによる構造染色体異常検査では異常が見受けられなか
った。 
 神経系遺伝子カスタムリシーケンスの結果、GABRD（gamma-aminobutyric acid (GABA) A 
receptor delta、GeneID: 2563、RefSeqID: NM_000815.4）遺伝子の exon 5に c.498G>A（p.M166I）
と c.499G>A（p.D167N）の隣り合う 2塩基で 2つのアミノ酸が変わる heterozygousなmissense
変異を同定した。Sanger シーケンスにより、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみ
の de novo 変異であることが確認された。既知の Rett 症候群の責任遺伝子（MECP2）や
Angelman症候群、Pitt-Hopkins症候群の責任遺伝子群には変異が見つからなかった。GABRD
は主要な抑制系神経伝達物質である GABA のレセプターとなるイオンチャネルのサブユニ
ットで 65、GABRDを含む他の GABAレセプターである GABRA1、GABRB3、GABRG2、GABRD
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はてんかんとの関連が示唆されており、GABRD の存在する 1 番染色体の 1p36 領域の欠損
はてんかん発作を発症するケースがいくつか報告されている 66。また GABRB3 の




3. WESの NGS call評価 
 WESを実施した検体と同一検体 7検体を Illumina社の HumanOmniExpress Exomeという
SNP chipでジェノタイピングし、WESのデータと比較し評価を行った。LCL細胞のNA18943
検体だけは、WESの capture probeのプラットフォームを SureSelect V4と V5の 2種で実施
したので、それぞれのWESの結果と比較した（合計 7検体 8種のWESの SNP chipデータ
の比較）。NGS callと SNP chipデータの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 1検体
当たり平均で 243,573箇所存在し、その一致率は平均で 99.95%であった（表 6）。一致率を
調べた 8種のデータの中で最も不一致数の多かった NA18943検体の SureSelect V4のデータ
の 140箇所について、我々の NGS callデータと SNP chipデータのいずれが合っているのか
を確認するため、Sanger シーケンスによって確認実験を行った（表 7）。その結果、140 箇
所中 77箇所は我々の NGS callが正しかった（表 7および 8）。この結果から、他の SNP chip
と一致していた箇所が正しい callだと仮定した場合、我々のWESの callの疑陽性率は0.021%






 WESは、皮質形成異常 13家系 39検体、小頭症 11家系 35検体、脳梁欠損症 4家系 12検
体、水頭症 3 家系 9 検体、等、正常コントロールの LCL 細胞 1 検体を含めて 44 家系 139
検体（50人の患者と、その家族 88人と、正常コントロール LCLの１検体）を実施した。1
検体当たりの平均 read量は 6.50 Gbで、リファレンスゲノムへのマッピング成功率は 99.74%、
ターゲット領域（probe設計領域とその前後 100 bp）である約 89 Mbの平均 depth（読み深
度）は 53.15、probe設計領域における depth 10以上の割合（base callに必要な最低限の depth
を超えていた割合）は 97.35%であった。一般集団が保因する既知の variantを除き、家系の
表現型の遺伝形質に合致し、exon領域でアミノ酸変化を伴う nonsynonymousな variantの数
は 1検体当たりの平均で 3.28個であった。 
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 解析結果として、正常コントロール以外の 43 家系（138 検体）に関して、疾患原因変異
を調査した結果を表 9 に示した。既知の変異および既知の疾患原因遺伝子上に変異が存在
するか、あるいは遺伝子機能のアノテーション情報から見つかった変異が疾患原因変異で









 患者は 8 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第三子として生まれた。妊娠 40
週目に通常出産で出生した。出生体重は 3,700 gで、身長は 51 cm、頭囲は 34 cmであった。
乳児期より筋緊張低下と発達の遅れが見られた。また、トランスアミナーゼ上昇も見られ
た。患者の乳児期のアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）の値は 77 - 170 IU/L
（正常値は<30 IU/L）、アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）は 58 - 206 IU/L（正常値
は<30 IU/L）であった。Gバンド染色体試験結果では異常は見られなかった。生後 8ヶ月の
時点の MRI で、脳室拡大、脳梁低形成、小脳虫部低形成を認めた（図 14）。頸座 18 ヶ月、
2 歳で寝返り、3 歳で座位保持が確認された。3 歳児の段階で身長は–3 SD 以下で、成長ホ
ルモン分泌不全があり、GH治療開始となる。4歳時に全身痙攣があった。EEGで diffuse small 





KIF1A（kinesin family member 1A、GeneID: 547、RefSeqID: NM_004321.6）遺伝子の exon 3
に c.296C>T（p.T99M）の heterozygousな missense変異を同定した。Sangerシーケンスによ
り、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であることが確認された。 
 KIF1Aはシナプス小胞を軸索上で輸送するモータータンパク質であり 68、Kif1a KOマウ
スは軸索や神経細胞の脱落を起こし致死性であることが知られている 69。2011年に Hamdan
らが今回見つかった変異と完全に同一の変異で、同じ疾患の表現型を報告しており 70、本症
例は 2 報目の KIF1A 変異による新規の進行性神経変性症と考えられる疾患として論文雑誌
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 患者は 5 歳男児で近親婚ではない健常な日本人の両親の第一子として生まれた。妊娠 28
週目で脳梁形成不全が認められ、妊娠 41週目に頭囲拡大と妊娠期間の延長を理由に帝王切
開にて出生した。産後 5分の段階の Apgarスコアは 9点で、出生体重は 3,180 g（＋0.4 SD）
で頭囲は 38.2 cm（＋3.3 SD）であった。特にその他の奇形は認められなかった。生後 3日
目の MRIにより、大脳半球間の嚢胞と、脳室拡大、脳梁低形成が確認されたが、生後の状
態は良好であった。頸座は生後 4 ヶ月、独歩は 1 年 3 ヶ月で確認された。有意語は生後 2
年 1 ヶ月で確認され、若干の遅れが見られた。4 歳の段階で Tanaka-Binet intelligence Scale
法で知能指数は 75であった。生後 11ヶ月時に EEGにより前頭部で鋭波が確認されたが、




が確認された（図 15 c）。頭囲は 56.1 cm（＋3.8 SD）で、進行性の頭囲拡大は認められなか
った。軽度の大頭症と、広額、薄上唇という僅かながらの顔面形成異常が見られた。 
 本患者と両親のWESを実施した結果、家系の表現型から遺伝形質に合致する変異として
唯一、NFIA（nuclear factor I/A、GeneID: 4774、RefSeqID: NM_001134673.3）遺伝子の exon 8
に heterozygousな c.1094delC（p.P365Hfs*32）の 1塩基 Cの欠失変異を同定した（図 16）。
Sangerシーケンスにより、両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異であ
ることが確認された（図 16 d）。この欠失によりアミノ酸 114個が欠けると予想された。NFIA
は複数の isoformが存在し、isoform 2だけが後半の exonをタンパク質コード領域から欠く
short type の NFIA を産生するが、この変異があると双方共にアミノ酸の欠失が起こると予
想された（図 16 e）。どの isoformが脳内で発現しているかを健常者の胎児脳、大脳、小脳、
脊髄の RNAを用いて RT-PCRによって確認した結果、short typeの isoform 2の発現量が最
も少なく、それ以外の long typeの isoformの NFIAの発現量が多く、少なくとも脳内では long 
typeの NFIAがより多く存在することが確認された（図 16 f）。 








 患者は 2 家系の 2 名おり、一人目は 3 歳女児で、健康な近親婚ではない両親の第二子と
して、妊娠 37週目に帝王切開にて出生した。その家系の第一子目の長女は健康で正常な成
長が見られた。患者は妊娠 28週目の超音波検査で成長障害、小頭症、脳室拡大が確認され
た。彼女の Apgarスコアは出生 1分後が 3点で、5分後が 5点であった。彼女は自発呼吸が
できず、人工呼吸器が必要であった。出生児の身長は 44 cm（−1.8 SD）、体重は 2,116 g（−2.0 
SD）、頭囲は 29.6 cm（−2.4 SD）であった。彼女は小頭症、小眼症、離れた眼、小顎症が見
られた。四肢の攣縮と麻痺も確認された。眼科検査で視神経形成不全も確認された。妊娠
28週と生後 6日目の MRIで、薄脳実質、脳幹・小脳・脳梁形成不全が確認された（図 17 a 








 二人目の患者は 2 歳男児で、上記家系とは別の健康な近親婚ではない両親の第二子とし
て、妊娠 39週目に通常分娩出生した。胎児期から脳室拡大が確認されていた。その家系の
第一子目の長女は健康で正常な成長が見られた。男児の Apgar スコアは出生 1 分後が 8 点
で、5分後が 9点であった。出生児の身長は 49.5 cm（＋0.3 SD）、体重は 2,792 g（−0.9 SD）、







者からは TUBA1A（tublin alpha 1a、GeneID: 7846、RefSeqID: NM_006009.3）遺伝子の exon 2
に heterozygousな c.190C>T（p.R64W）の missense変異が、2例目の患者からは同遺伝子の
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exon 2に heterozygousな c.74G>T（p.C25F）の missense変異が同定された（図 18 a）。Sanger
シーケンスにより、両家系とも両親はこの変異を保因しておらず、患者のみの de novo変異
であることが確認された（図 18 b）。他の残り候補は神経系とは無関係な遺伝子であった。
上記の 2つの変異は両方とも PolyPhen-2と SIFTによるダメージ予測でタンパク機能にダメ
ージを受けるという予測結果であった。両変異共に種間のアミノ酸保存性の高い場所に位





と β-tubulin のヘテロ二量体（ヘテロダイマー）から成り、細胞中の微小管は主に α-tubulin
と β-tubulinのヘテロダイマーが 13個繋がったプロトフィラメントという構造で管を構成し







 今回同定された変異箇所のアミノ酸である R64（N末端から 64番目のアルギニン）と C25
（N末端から 25番目のシステイン）は立体構造内で側方に位置し（図 19 aおよび b）、微小
管構造内での相互作用に関与していると予測された。R64は α-tubulinの H1’- S2ループと呼
ばれる箇所に位置し（図 19 c）、tubulinの構造の構成や維持に重要な役割を果たす領域と見
られ、この箇所の変異は構造の破綻に繋がる可能性がある。一方、C25は α-tubulinの helix H1
と H1-H1’ループと呼ばれる境界上に位置し（図 19 c）、tubulin 管内の内側に面しており、
H1-H1’ループは H1’-S2ループと H2-S3ループと呼ばれる側鎖相互作用の補足的機能を有す
ると過去に報告されている 82ことから、この C25の変異も tubulinの構造や機能に支障をも
たらす可能性がある。我々は COS7細胞に野生型（wild type、WT）の TUBA1Aと、今回見
つかった変異 2 種の p.R64W と p.C25F、そして過去に脳回欠損の原因変異であることが報












5. これまでの各種WESプラットフォームでの CDS領域のカバー率の評価 
 表 9に示したように本研究でWESを実施しても疾患原因変異候補が何も候補が残らなか
った家系が 43 家系中 9 家系（20.9%）存在した。原因変異未発見の理由は様々考えられる
が、単一遺伝性疾患は既知原因変異の 90%以上が遺伝子の exon上に存在することを鑑みる
と、WESで未発見の変異がまだ exon上に存在する可能性が考えられた。そこで、本研究で
WESにて使用した SureSelect V4および V5で exonの CDS領域をどの程度カバーできてい
るのかを確認することとした。我々のデータに加え、一般的に市販され使われている他の
WESのプラットフォーム（NimbleGen（Roche社）の SeqCapと Illumina社の TruSeqの２種）
についても、Clarkらの論文 19データを使用して同様に CDSカバー率の解析を実施した。 
 結果を表 10 に示したが、プローブのデザイン段階では我々が使用した SureSelectV4 で
93.9%、SureSelect V5では 96.5%の CDS領域をカバーしていた。また、実際に NGSの call
に必要な depth 10 以上の read が得られていた CDS 領域は今回の我々の実験データでは
SureSelect V4（38検体の平均）で 90.6%、SureSelect V5（104検体の平均）で 93.9%であっ
た。他のプラットフォームでもほぼ同様の結果であった（表 10）。以上のことから、本研究
で使用した SureSelectを含め、ほとんどのプラットフォームでは CDS領域の 7～10%程度が
シーケンスで読み逃されていることが明らかとなった。 
 
6. CCCSの CDS領域カスタムデザイン 
 WESでのCDS領域の読み逃しされている領域に未発見の疾患原因変異がある可能性を考
え、WES で読まれていない領域にカスタムのプローブを設計し追加シーケンスすることに





胞（NA18943）検体の SureSelect V5プローブを用いたWESデータにおいて、depthが 15未
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満の CDS領域（2,171,214 bp）をターゲットして設計を試みた。デザイン用閾値の基準 depth
を NGS callの閾値である 10ではなく、それより大きい 15にしたのはデータのばらつきを
考慮してのことである。結果的に基準を満たすキャプチャープローブとして 120,383プロー
ブがデザインできた（デザイン方法の詳細は本論文の「方法」部分に記載した）。これは CDS
領域の 3.3 Mb（全 CDSの 9.8%）をカバーしており、ターゲットにした 2,171,214 bpのうち
1,472,963 bp（67.8%）がデザインしたプローブでカバーできた（デザインされた HaloPlex
プローブのさらなる個別詳細情報は発表済み論文 Miya et al. 99の Supplementary Table S3に
公表した）。 
 
7. CCCSのデータ量と callの評価 
 WES で疾患原因候補変異が残らなかった 9 家系のうち、CCCS のデザインに使用した
SureSelect V5と同じプラットフォームで実施した 7家系（27検体）およびデザインに使用
した LCL細胞（NA18943検体）の合計 28検体について CCCSを実施した。28検体の平均
で 1.74 Gbのデータ量が得られ、そのうち 0.97 Gbがターゲット領域に paired-endでマッピ
ングできた。さらに、リファレンスゲノムにマッピングができなかった read、pared-end 間
の距離が 1,000 bp 以内に存在せずに除去された read、ターゲット領域にマッピングされず
に除去された readについて BLATにて再マッピングを実施し（図 7と「方法」参照）、追加
で 106 Mbのリード（結果的に約 11%増量）をリカバーすることができた。合計で 1検体当
たりの平均で 1.07 Gbが call対象になった。ターゲット CDS領域の平均 depthは 194.6であ
った（図 20 a）。ターゲット CDS領域の depth 10以上の割合（NGS call対象領域）は 85.6%
であった。その他の集計値を合わせて結果を表 11にまとめた。 
 CCCS を実施した検体と同一検体 2 検体を Illumina 社の HumanOmniExpress Exome SNP 
chip でジェノタイピングし、CCCS のデータと比較し評価を行った。NGS call と SNP chip
データの双方でジェノタイプデータが存在する箇所が 2 検体の合計で 26,168 箇所存在し、
その一致率は平均で 99.85%であった（表 12）。CCCSデータと SNP chipデータで callが不
一致だった全 40箇所について、我々の NGS callデータと SNP chipデータのいずれが合って
いるのかを確認するため、Sangerシーケンスによって確認実験を行った（表 13）。その結果、
40箇所中 24箇所は我々の NGS callが正しかった（表 13および表 14）。この結果から、他
の SNP chipと一致していた箇所が正しい callだと仮定した場合、CCCSの callの疑陽性率は
0.038%（10 / 26,168）、偽陰性率は 0.27%（6 / 2,223）であった（表 14）。なお、Sangerシー
ケンスがうまくできなかった箇所は我々の call が間違いであるという保守的な算出方法の
結果である。また、BLATによってリカバーされた readによって NGS callが追加された箇
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所についてのみを別途調査したところ、SNP chipとNGS の双方で callが存在する場所が 260
箇所あり、その全てについて双方の callが一致していた（一致率 100%）。 
 
8. WESと CCCSの統合による CDSカバー率 
 上述の通り、プローブデザイン段階での CDS 領域のカバー率は本研究で用いた WES の
SureSelect V5 が 96.5%、CCCS が 9.8%であった。この両者を統合することで、重複なしの
CDSカバー率はデザイン段階で 98.5%となった。NGSで call可能な閾値の depthが 10以上
あるCDS領域の割合は今回CCCSを実施した 28検体の平均でWESが 93.7%（31.7/33.8 Mb）
で、WESと CCCSを組み合わせることでその平均値が 97.1%（32.8/33.8 Mb）まで上昇した
（図 20 bおよび表 15）。すなわち、WESに CCCSを追加統合することで、シーケンスが得
られた CDS 領域が 1 検体当たりの平均で約 110 万 base 増加した。CDS 領域で depth が 10
以上ある塩基の割合は 28 検体同士で非常に似ており、その SD は WES で 0.37%、WES と
CCCS の統合時で 0.15%であった。さらにその検体間の類似性を確認するため、(a) 性染色
体を除く CDSの全ターゲット領域（31,295,571 bases）のWESデータ、(b) そのうち CCCS
でターゲットとしたLCL細胞（NA18943）で depthが 15未満だったCDS領域（1,368,357 bases）
のWESデータ、(c) (b)と同領域の CCCSデータ、のそれぞれの塩基について確認したとこ
ろ、その平均 depthはそれぞれ (a) 75.1、(b) 4.1、(c) 268.2で、その Spearmanの相関係数を
全 28 検体の組み合わせ（378 種の組み合わせ）について確認したところ、それぞれ (a) 
0.945±0.003、(b) 0.920±0.005、(c) 0.928±0.032（平均値±SD）という結果で、全検体とも各塩
基の depthが非常に類似していることが確認できた（図 21）。また、WESと CCCSの統合解
析による各染色体の CDS領域の callが得られた割合を調べたところ、半分以上の染色体で
98%以上の CDS 領域で call が得られていた一方で、Y 染色体だけ際立って call が得られた
割合が 40.9%と低かった（図 20 c）。 
 
9. WESと CCCSの統合解析により明らかになった疾患原因変異 
 上述の通りWESで何も疾患原因変異候補が残らなかった 7家系（27検体）について CCCS
を実施し、そのうち少なくとも 1 家系について、ほぼ確定的に疾患原因変異と見られる変
異を新たに同定することができた。 
 その家系は小頭症家系で、家系図を図 22 aに示した。患者は家系図に示すように 4人の
子供のうち 6 歳の次女（第二子、II-2）と 3 歳の長男（第三子、II-3）で、近親婚ではない
健常な日本人の両親の子として生まれた。一人目の患者（II-2）の女児は妊娠 40 週目に自




は 42 cm（−6.6 SD）であった。二人目の患者（II-3）の男児は妊娠 40週目に自然分娩によ
って出生した。出生体重は 2,626 gで頭囲は 29 cm（−3.2 SD）であった。3歳時点での頭囲
は 42 cm（−4.9 SD）で、小頭症であること以外に他の奇形異常は見当たらず、他の精神や
運動機能の成長にも特に遅れは見られなかった。 
 両親（図 22 aの家系図の I-1および I-2）と二人の小頭症患者（II-2および II-3）について
WESおよび CCCSを実施し、その二種を統合解析することで、最終的に 2個の heterozygous
な変異に絞り込むことができた（図 22 c）。その変異は ASPM（abnormal spindle-like 
microcephaly associated、GeneID: 259266、RefSeqID: NM_018136）遺伝子の exon 18 の
c.8098C>T（p.R2700*）と、同遺伝子の exon 27の c.10168C>T（p.R3390*）の stop codonが
入る 2つの nonsense変異であった。ゲノム遺伝子上の位置とタンパク質上の位置を図 22 d
と図 22 eに示した。後者の c.10168C>T（p.R3390*）変異の箇所はWESでは depthが浅く、
他の全ての WES検体でも callが得られていない領域であり、CCCSを実施して初めて発見
することができた変異であった。WESと CCCSを実施した両親と患者と併せ、健常な他の
2 人の子を含めて ASPM の変異箇所を Sanger シーケンスにて確認した結果、両親が一つず
つの変異保因者で、患者の子が compound heterozygoteの状態で変異を 2つ保因していた（図
22 f）。また、健常な他の二人の子はどちらの変異も有していなかった（図 22 f）。 
 ASPM は、神経系カスタムリシーケンスデータで発見された小頭症患者の部分でも述べ
た通り、小頭症の原因遺伝子の中で最も原因遺伝子として頻度の高い遺伝子であり 41、正常
な神経発生や神経移動 100、大脳サイズの規定 39、有糸分裂紡錘体の機能 39,101,102に重要な役
割を担っていることが知られている。また、図 22 eにこれまで論文で報告されてきた ASPM
の変異箇所を図示したが、タンパク質上の変異位置とその小頭症の表現型の重症度には特
に関連がないことが知られており 103,104、例えば今回見つかった変異周辺の C 末端側の
p.Y3353*104や、p.R3354*105なども小頭症原因変異として報告されている。以上のことから、























 今回の 284 遺伝子を対象とした神経系遺伝子カスタムリシーケンスでは、119 検体中 14
検体で確定的な原因変異を同定することができ、その全体に占める同定成功率は 11.8%であ
った。本論文では記載しなかったが、別の共同研究で実施した難聴を対象とした既知の難





























された簡便で迅速な遺伝子配列改変手法である CRISPR/Cas-9 システム 106の手法などを用
いて迅速に候補変異の機能解析用のスクリーニングも行えるようになっていくことが期待
される。 
 WES でも候補すら何も残らない検体が本研究の検体でも約 20.9%存在しており、この原








いた CCCSは未読 CDS領域のみ（約 2 Mb以下）をターゲットとするのでプローブ数が少
なく済み、必要シーケンス量も少なく済むのでコストも抑えられる（現時点で神経系カス
タムリシーケンスと同程度の約 1検体 3万円程度）。今回は SureSelect V5というWES用プ






 CDSのカバー率はWESと CCCSの組み合わせで 97.4%まで達することができ、ほとんど
の染色体の CDS領域で 98%を超えていたが、Y染色体の CDS領域だけは 40.9%とそのカバ
ー率が極端に低かった（図 20 c）。この理由としては、Y染色体には pseudoautosomal regions











が顕著であった（図 21）。その理由は、depthが 0の領域が多いと depthの全体の分布が正規






化（synonymous 変異）が原因である可能性 108や、WES および CCCS ではターゲットとし






することは非常にチャレンジングなことではあるが、GWAS のように exome でも検体が多
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数ある場合には、case 群と control 群に分けて遺伝子単位で有意に疾患群に変異が多い遺伝
子を探索する手法（SKAT109-111等）が探索に有効かもしれない。また、ミトコンドリア DNA
は DNA のコピー数が通常の染色体 DNA より多く、通常の染色体と一緒にプローブをデザ
インすると NGSデータのバランスが崩れ、通常の染色体からのデータ比が減少し効率が悪





り、それらの多くは CGH アレイで発見されている。同一検体に対し WESと CGH アレイ
の双方を実施することが理想的ではあるが、近年、CGH ほどの感度までは達してないが
WESからも大きなサイズのコピー数多型（copy number variation、CNV）を検出する解析手





期待される。実際に Pacific Biosciences社の NGSである PacBio RS IIでは 2015年現在で試
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